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Введение.  
Желудочно-кишечный тракт птиц с упрощенной пищеварительной системой, в 
частности кур, содержит особенно большое количество разнообразных видов
микроорганизмов. Согласно недавним исследованиям, микробиота ЖКТ кур может включать
более 650 видов, большая часть которых принадлежит к неизвестным бактериальным родам 
[1]. Исследования, проведенные со стерильными животными, убедительно доказали, что
микробиота ЖКТ оказывает огромное влияние на развитие цыплят, улучшая не только
общие физиологические функции кишечника, но также иммунные, пищевые и защитные
способности организма [2, 3].  
Считается, что наиболее благоприятным влиянием колонизирующих ЖКТ
микроорганизмов на организм хозяина служит повышение его устойчивости к патогенной
микробиоте, в основе чего лежит феномен конкурентного ингибирования. Выявлена
устойчивая взаимосвязь между спектром нормальной кишечной микробиоты и способностью
цыплят противостоять возбудителям энтеробактериозов. Показано, что у здоровых цыплят в
течение первой недели жизни в зобе, двенадцатиперстной и подвздошной кишках
преобладают энтерококки и лактобациллы, а в слепой кишке – энтерококки, лактобациллы и
колиформные бактерии [4–6].  
Биота пищеварительного тракта и иммунная система цыплят в значительной мере
менее развиты, чем у взрослых птиц, которые защищены от кишечных инфекций благодаря
сформировавшейся микробиоте и иммунитету, что накладывает особые обязательства на
персонал птицефабрик по профилактике кишечных инфекций среди цыплят. Стабилизация
микробиоты ЖКТ достигается только на 6–7 неделю после вылупливания, а полное
становление микробиоценоза может занять более 30 недель. 
В ходе молекулярных исследований доказано, что состав микробиоты ЖКТ цыплят и
кур зависит от различий в питании, от состава пищевых добавок и пробиотиков [7]. Чтобы
грамотно подобрать ингредиенты пищевых добавок и спектр микроорганизмов в составе
пробиотиков, следует располагать сведениями о составе нормальной микробиоты цыплят,
который, как известно, претерпевает существенные колебания в зависимости от возраста
особей, от создаваемых в птичниках условий, от спектра профилактических и лечебных
антимикробных препаратов и частоты обработки ими животных. 
Целью данной работы являлась характеристика кишечной микробиоты цыплят разного
возраста в условиях птицефабрик, где планируется внедрение разрабатываемых
отечественных пробиотических препаратов. 
Методы исследования.  
Источниками микроорганизмов, колонизирующих ЖКТ цыплят, служили пробы помета
цыплят в возрасте от 5 до 45 дней, отобранные в разных птичниках в апреле 2011 года
(первая партия) и в период с декабря 2011 по январь 2012 года. Навески помета (по 10 мг)
суспендировали в 1 мл физиологического раствора, по 50 мкл неразведенных и серийно
разведенных суспензий засевали глубинным методом, а также методом Коха в (на) разные
среды в чашках Петри. Получение чистых культур проводили с использованием
общепринятых методов [8]. Инкубирование и хранение бактерий осуществляли на плотных и
в жидких средах М17 [9], в жидкой и на плотной среде LB [10] с использованием
общепринятых методов [11].  
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Морфологию клеток оценивали посредством микроскопирования дифференциально 
окрашенных препаратов (окраска по Граму, окраска эндоспор) [12]. Тесты на каталазную, 
оксидазную активность и на способность к сквашиванию молока проводили с 
использованием общепринятых методов [8]. 
Полимеразную цепную реакцию проводили с использованием набора реактивов PCR 
Master Mix (2x) и стандартных праймеров для гена 16S РНК в программируемом 
термоциклере «Терцик». 
Секвенирование ДНК проводили с использованием набора BigDye Terminator 3.1. Для 
каждого образца ДНК осуществляли амплификацию с праймерами к гену 16S РНК, 
визуализировали ампликоны с помощью электрофореза, выделяли из геля и проводили 
секвенирующую реакцию. Электрофорез проводили в ДНК-анализаторе ABI PRISM 310 с 
соответствующим программным обеспечением. Результаты анализировали с использованием 
программного пакета Sequencing Analysis v5.3.0. Анализ результатов сиквенса проводили с 
помощью программ BLAST [13]. 
Результаты и обсуждение.  
Для выделения из помета цыплят прокариот наиболее широкого спектра видов, 
характеризующихся различными питательными потребностями, оптимумами температуры и 
значений рН, применяли метод получения микробного «пейзажа» [14] с использованием 
богатых питательных сред, удовлетворяющих потребностям широкого спектра бактерий, и 
инкубированием посевов при разной температуре. В частности, для выделения мезофильных 
гетеротрофных бактерий использовали среду LB и температуру 30ºС, для выделения 
полиауксотрофных мезофильных молочнокислых бактерий (МКБ) использовали пептонно-
дрожжевую среду М17 и температуру 30ºС, для выделения термофильных прокариот 
применяли те же среды и температуру 42ºС (температура организмов цыплят).  
Из проб помета первой партии, отобранных в 2011 году, в виде чистых культур 
выделено 142 штамма доминирующих бактерий, чье количественное представительство в 
составе проб помета превышало 103 КОЕ/г (таблица 1). Чтобы исключить из числа изолятов, 
отобранных из помета разновозрастных цыплят, идентичные штаммы, анализировали не 
только морфологические свойства колоний и клеток, но также спектр чувствительности к 
широко распространенным антибиотикам (12 препаратов). В итоге для дальнейшего 
исследования осталось 72 изолята. 
 
Таблица 1 – Концентрация клеток и количество штаммов, выделенных из помета цыплят 
(первая партия) 
Условия 
выделения 
Концентрация клеток, КОЕ/г Количество штаммов 
5 
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тк
и 
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тк
и 
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тк
и 
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и 
45
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и 
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тк
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тк
и 
LB, 30 oC 3,1*105 5,6*105 2,4*105 4,1*105 6,7*105 6 8 6 6 8 
М 17, 30 oC 7,4*106 2,3*106 6,9*105 5,6*106 6,1*106 24 10 10 12 14 
М 17, 42 oC 8,5*105 4,9*105 3,2*105 6,8*105 5,1*105 8 8 6 10 6 
Итого: 38 26 22 28 28 
 
Для предварительной идентификации выделенных бактерий использовали данные 
микроскопии дифференциально окрашенных препаратов, результаты тестов на каталазную и 
оксидазную активность, способность к сквашиванию молока, а также результаты 
секвенирования фрагментов генов 16S-РНК и ПЦР-амплификации с использованием 
специфичных к ДНК определенных видов м/о праймеров. Установлено, что доминирующие 
в ЖКТ цыплят бактерии представлены, в основном, грамположительными (64%) бактериями. 
Среди отобранных бактерий способные к дыханию (каталазоположительные) составляют 
73%. Облигатно-аэробные бактерии, обладающие оксидазной активностью, составляют всего 
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9% от числа выделенных штаммов. Формирующих малиново-красные колонии на среде 
Эндо с лактозой и фиолетовые колонии на среде Левина энтеробактерий оказалось 36% [15],  
а способных к сквашиванию молока молочнокислых бактерий – 31%. 
Среди 18 выделенных при 30 oC на среде М17 штаммов молочнокислых бактерий 
оказалось 15 изолятов (83%), которые проявили способность к росту при 42oC – температуре 
организма цыплят. Это служит косвенным указанием на то, что данные изоляты 
представлены аборигенными для ЖКТ цыплят видами. 
На диаграмме (рисунок 1) представлены результаты анализа содержания в пробах 
помета цыплят разного возраста доминирующих бактерий разных групп.  
 
Рисунок 1 – Разнообразие доминирующих прокариот в помете цыплят разного возраста 
(партия 1): стрелками указан возраст цыплят,  в котором их обрабатывают антибиотиками; в 
рамках над столбиками перечислены только преобладающие группы бактерий 
 
Можно видеть, что преобладающими группами прокариот в ЖКТ цыплят всех 
исследованных возрастов являются энтеробактерии и факультативно-анаэробные кокки. 
Прослеживается динамика изменения разнообразия прокариот, колонизирующих ЖКТ 
цыплят: к 25-му дню жизни оно постепенно уменьшается, а затем снова возрастает. 
Подобный характер изменения разнообразия культивируемых бактерий из ЖКТ цыплят 
касается в первую очередь молочнокислых бактерий. 
Наблюдаемые изменения в разнообразии прокариот, выделенных от особей разного 
возраста, можно связать с периодичностью обработки поголовья цыплят антибиотиками. Как 
видно из диаграммы на рис. 1, разнообразие МКБ, выделяемых из помета цыплят, резко 
снижается в период активной обработки поголовья птицы антибиотиками, что 
свидетельствует о высокой чувствительности различных видов МКБ к применяемым 
антибиотикам. По достижении цыплятами 25-дневного возраста обработка антибиотиками 
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прекращается, что способствует расширению микробного разнообразия. Характерно, что 
среди молочнокислых бактерий на 35-е сутки жизни цыплят в их ЖКТ на первое место 
выходят молочнокислые энтерококки, что может являться свидетельством их наилучшей  
приспособленности к выживанию в сложившихся условиях и высокой 
конкурентоспособности.  
Неслучайных характер изменения разнообразия прокариот в ЖКТ цыплят подтвержден 
в исследовании помета цыплят второй партии (2012 г.), который отбирали из одного 
птичника с интервалами в 7 дней. В данном эксперименте выделено 284 доминирующих 
штамма бактерий, распределение количества которых по возрасту цыплят отображено в 
таблице 2 и на рис.2. Программа обработки цыплят антибиотиками совпадает с таковой для 
эксперимента, результаты которого отражены на рис. 1. Для исключения из числа изолятов 
идентичных штаммов, применяли те же подходы, что и для изолятов из помета 1-й партии. 
Это позволило сократить число выделенных штаммов доминирующих бактерий до 134. 
 
Таблица 2 – Концентрация клеток и количество штаммов, выделенных из помета цыплят 
(вторая партия) 
Условия 
выделения 
Концентрация клеток, КОЕ/г Количество штаммов 
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LB, 30 oC 6,1*105 6,9*105 4,3*105 3,9*105 4,1*105 8,6*105 12 15 10 8 8 11 
М 17, 30 oC 8,3*106 8,6*106 4,8*106 5,9*106 4,7*106 9,1*106 24 26 18 26 21 25 
М 17, 42 oC 7,8*105 5,8*105 3,7*105 5,2*105 6,4*105 8,9*105 14 13 10 12 11 18 
Итого: 50 54 38 46 40 54 
 
Общее число штаммов выделенных доминирующих бактерий в данном эксперименте 
значительно превышает таковое по отношению к пробам помета первой партии (табл.1), что 
возможно, объясняется изменением экологической обстановки на предприятии. 
Анализ полученных данных показал, что доминирующие в ЖКТ цыплят бактерии 
представлены, в основном, грамположительными (78%) бактериями. Среди отобранных 
бактерий, способные к дыханию составляют 76%; облигатно-аэробные бактерии – 14%. 
Использование дифференциально-диагностических сред Эндо и Левина с лактозой 
позволило выявить 34% энтеробактерий, а тест на сквашивание молока – 37% 
молочнокислых бактерий. 
Среди 38 выделенных при 30oC на среде М17 штаммов молочнокислых бактерий 
оказалось 32 (84%), способных к росту при 42 oC. 
На основании результатов амплификации фрагментов ДНК молочнокислых бактерий с 
праймерами, специфичными к гену протеазы htrA [16] Enterococcus faecalis и Enterococcus 
faecium, 17 изолятов отнесены к данным видам; 2 из них являются представителями вида             
E. faecalis на основании результатов секвенирования фрагментов генов 16S-РНК. 
Приведенные на рисунке 2 данные свидетельствуют о том, что число доминирующих 
штаммов молочнокислых бактерий в составе кишечной микробиоты цыплят одного 
птичника также подвержено колебаниям, которые можно соотнести с обработками животных 
антибиотиками: вначале, в период интенсивного скармливания антибиотиков, разнообразие 
молочнокислых бактерий уменьшается, а затем, после завершения программы обработки 
антибиотиками, постепенно увеличивается. Так же как в эксперименте с образцами помета 
партии 1 (рисунок 2), наблюдается преобладание энтерококков и энтеробактерий в составе 
микробиоты ЖКТ цыплят практически всех исследованных возрастов. 
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Рисунок 2 – Разнообразие доминирующих прокариот в помете цыплят разного возраста 
(партия 2): стрелками указан возраст цыплят,  в котором их обрабатывают антибиотиками; в 
рамках над столбиками перечислены только преобладающие  группы бактерий 
 
На рисунке 3 представлено относительное содержание бактерий различных групп в 
ЖКТ 42-дневных цыплят. Можно видеть, что к шестой неделе жизни цыплят (через 3 недели 
после завершения программы обработки их антибиотиками) количество штаммов 
молочнокислых бактерий достигает почти половины от общего числа изолятов. Это является 
отражением благоприятного физиолого-биохимического статуса ЖКТ цыплят и их здоровья 
в целом, поскольку, как следует из данных литературы [17], количество и разнообразие 
молочнокислых бактерий в кишечном тракте животных обеспечивает конкурентное 
ингибирование развития патогенных микроорганизмов. 
 
                     а                                                                            б 
Рисунок 3 – Относительное содержание бактерий разных групп  в ЖКТ 42-дневных 
цыплят: а – представители всех групп; б – представители молочнокислых бактерий 
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Как следует из диаграммы на рисунке 3б, среди молочнокислых бактерий 
преобладающими в ЖКТ к 42-му дню жизни цыплят становятся представители рода 
Enterococcus. В настоящее время многие исследователи выбирают именно бактерии рода 
Enterococcus для создания пробиотических препаратов [18]. Это обусловлено не только 
способностью данных бактерий успешно колонизировать ЖКТ хозяина, но также синтезом 
бактериоцинов и молочной кислоты, обеспечивающих антагонистические свойства 
энтерококков по отношению к патогенной и условно-патогенной микробиоте [19]. Кроме 
того, некоторые исследования вскрывают эффективность энтерококков в стимуляции 
гуморального иммунитета у животных [20].  
Выводы 
Таким образом, в данной работе охарактеризовано разнообразие прокариот, 
доминирующих в ЖКТ цыплят разного возраста, показана роль молочнокислых бактерий и 
энтерококков, в частности, в восстановлении микробного статуса ЖКТ после воздействия 
антибиотиков разных групп. Данная информация обуславливает выбор энтерококков в 
качестве основы нового пробиотического препарата для птицы.  
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